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本論文の概要と構成 
味刺激液を受けた味覚器表面は、味物質濃度と浸透圧が同時に上昇する。し
たがって、これまで測定されてきた味応答は、味刺激と浸透圧刺激の両者に対
する応答ということになる。Beppuら（2012）は浸透圧による塩応答の修飾機
構として次のような仮説を提出した。味蕾内の細胞間に存在するタイトジャン
クションが高浸透圧溶液にさらされることによって、タイトジャンクションを
介した物質透過性が増大し、舌表面と間質液に存在する陽イオンと陰イオンの
移動度の差に起因する拡散電位が発生し、塩が引き起こす受容器電位を増強あ
るいは抑制する、というものである。舌咽神経から記録されるウシガエルの塩
刺激に対する積分味応答は、刺激直後に発生する一過性の成分とその後に続く
持続性の成分から成る。もし、Beppu らの仮説が正しければ、拡散電位は当然
刺激直後の一過性成分にも影響を与えるはずである。また、浸透圧の作用は、
味物質の種類に依存せず、高浸透圧に暴露した時間に依存するはずである。本
研究では、各種味応答の一過性成分に対する高浸透圧効果の時間依存性を詳細
に検討し、この仮説の普遍性を検証するとともに、高浸透圧によって細胞間の
物質透過性が上昇することを蛍光色素の浸透性を指標に明らかにした。 
 
 本論文は 3つの章から構成される。 
 第１章では、味覚器の構造、味感受性の種特異性、味の受容機構を中心に味
覚の特性と味蕾細胞について、上皮細胞間に存在する結合様式（タイトジャン
クション）の性質と役割について概説する。 
第２章では、ウシガエルの味神経応答に対する浸透圧効果の時間依存性につ
いての研究成果をまとめた。本章では、まず始めに本研究の基盤となる Beppu
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ら(2012)の研究成果を解説した。次いでこの仮説の普遍性を検証するために、塩
と苦味物質が引き起こす一過性成分に対する浸透圧効果の時間依存性を詳細に
検討した。その結果、一過性成分も高浸透圧によって持続性成分と同様に修飾
されることがわかった。この効果は、タイトジャンクションを介したイオンの
移動によって発生する拡散電位に起因すると考えることができ、一過性成分と
持続性成分に対する高浸透圧の効果を統一的に説明できることがわかった。 
第３章では、味蕾細胞間のタイトジャンクションを介した物質の移動につい
て検証した。舌のスライス標本を作製し、蛍光色素（ルシファーイエローCH）
の浸透性を指標として、細胞間の物質透過性検討した。この結果、ルシファー
イエローCHが高浸透圧によって舌内部に浸透することを明らかにした。 
 3 
目次 
本論文の概要と構成 .................................................. 1 
第 1章 序論 ......................................................... 6 
1-1 味覚の特性と味蕾細胞 .......................................... 7 
1-1-1 味覚器の構造 .............................................. 7 
1-1-2 味感受性の種特異性 ....................................... 10 
1-1-3 味の受容機構 ............................................. 11 
1-2 上皮組織とタイトジャンクション ............................... 15 
1-2-1 タイトジャンクションの性質と役割 ......................... 15 
1-2-2  上皮組織における物質輸送経路（ paracellular pathway と
transcellular pathway） ......................................... 18 
参考文献 .......................................................... 21 
第 2章 ウシガエル味神経応答に対する浸透圧効果の時間依存性 .......... 25 
2-1 研究背景 ...................................................... 26 
2-1-1 ウシガエル味神経から記録した積分応答パターン ............. 26 
2-1-2 味神経応答の持続性成分に対する浸透圧の影響 ............... 28 
2-1-3 目的 ..................................................... 34 
2-2 実験方法 ..................................................... 35 
2-2-1 舌咽神経応答の測定方法 ................................... 35 
2-2-2 味刺激方法 ............................................... 38 
2-2-3 試薬および溶液組成 ....................................... 40 
2-3 実験結果 ..................................................... 41 
2-3-1 尿素順応下での 500 mM NaCl応答 ........................... 41 
2-3-2 尿素以外の非味物質順応下での 500 mM NaCl応答 ............. 46 
2-3-3 尿素順応下での NaCl一過性応答の濃度依存性 ................ 49 
 4 
2-3-4 尿素順応下での 1 mM CaCl2一過性応答 ...................... 52 
2-3-5 尿素以外の非味物質順応下での 1 mM CaCl2一過性応答 ........ 52 
2-3-6 尿素順応下での 1 mM キニーネ応答 ......................... 56 
2-3-7 尿素以外の非味物質順応下での 1 mM キニーネ応答 ........... 56 
2-3-8 尿素順応下での各種苦味物質の応答 ......................... 56 
2-3-9 尿素順応下での 500 mM 一価塩の応答 ....................... 62 
2-4 考察 ......................................................... 65 
2-4-1 浸透圧効果の時間依存性 ................................... 65 
2-4-2 イオン移動度と一価塩応答の増強 ........................... 65 
2-4-3 拡散電位と一過性応答の修飾 ............................... 68 
2-4-4 一過性応答の増強機構 ..................................... 72 
2-4-5 一過性応答の抑制機構 ..................................... 74 
2-4-6 まとめ ................................................... 76 
参考文献 .......................................................... 77 
第 3章 浸透圧による味上皮の物質透過性 ............................. 80 
3-1 研究背景 ..................................................... 81 
3-1-1 細胞間物質透過性 ......................................... 81 
3-1-2 カエルの味覚器の形態 ..................................... 81 
3-1-3 目的 ..................................................... 82 
3-2 実験方法 ..................................................... 84 
3-2-1 光色素ルシファーイエローCHの特徴 ........................ 84 
3-2-2 ウシガエル舌のスライス標本の作成 ......................... 86 
3-2-3 光学測定法 ............................................... 86 
3-3 実験結果 ..................................................... 89 
3-3-1 1.4 M尿素存在下での LYの味蕾内への拡散 .................. 89 
 5 
3-3-2 その他の非味物質存在下での LYの味蕾内への拡散 ............ 92 
3-4 考察 ......................................................... 95 
参考文献 .......................................................... 97 
結論 ............................................................... 99 
謝辞 .............................................................. 101 
 
 
  
 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 1章 序論 
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1-1 味覚の特性と味蕾細胞 
 
1-1-1 味覚器の構造 
 
味覚は嗅覚と共に外界の化学物質を検知することから化学感覚と呼ばれる。
味は、塩味、酸味、甘味、苦味、うま味の 5 つの基本味に分類される。動物に
とって塩味、甘味、うま味は、それぞれミネラル、糖質、タンパク質を摂取す
るための嗜好センサーとして働き、苦味、酸味は毒物あるいは腐敗物などの有
害物質からから身を守るための忌避のセンサーとして働いている。味覚は生物
が生命活動を維持する上で重要な役割を担う感覚の一つと言え、味物質は多く
の生物において味蕾と呼ばれる構造体で受容される。 
 
味蕾は、100個程度の細胞が集団を形成して構成されている。哺乳類や魚類の
味蕾は細長い細胞が集まった蕾のような形状をしており、味孔と呼ばれる場所
で味蕾細胞の先端が外部と接している。味蕾細胞の外部に接する部分を覆う細
胞膜を受容膜、それ以外の細胞膜を基底膜と呼ぶ。受容膜と基底膜はタイトジ
ャンクションにより、隔てられている。このタイトジャンクションによって味
蕾内部の間質液の流出あるいは味物質の基底膜側への流入が抑制されている。
また、昆虫の味細胞は一次感覚細胞であり、シナプスを介さず細胞の応答が神
経に伝搬されるが、マウス、ナマズ、カエルなどの味細胞は二次感覚細胞であ
り、基底膜側で味神経線維に味情報を伝達する（図 1-1）。 
哺乳類の味蕾細胞は詳細に調べられており、形態学的にⅠ型からⅣ型までの
４種に分類される(Murray, 1973)。Ⅰ型からⅢ型までの細胞は、味孔に向かって
伸びる細長い形態をしており、味物質と接触する可能性を持つ。Ⅰ型細胞は支
持細胞、Ⅱ型細胞は味受容体を持つが味神経と化学シナプスを形成しない細胞、
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Ⅲ型細胞は味神経と化学シナプスを形成する細胞であり、Ⅳ型細胞は味蕾基底
部に存在する他の細胞型の幹細胞である。 
 
本研究に使用したカエルの味蕾は哺乳類や魚類とは形状が大きく異なる。カ
エルの味蕾は味覚円盤（taste disc）とも呼ばれ、舌表面に円盤状に存在してお
り味細胞と支持細胞が整列した形態をとる(Ando et al., 2007; Osculati and 
Sbarbati, 1995)。通常味覚円盤の周囲には繊毛が存在し、味物質の受容を助け
る。カエルの味覚円盤も哺乳類の味蕾細胞と同様に、受容膜と基底膜はタイト
ジャンクションに隔てられており、受容膜側と基底膜側の外部環境は大きく異
なる。 
  
 9 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-1 各動物の味覚器の構造 
a）マウスの味覚器、b）カエルの味覚器、c）昆虫の味覚器、d）ナマズの味
覚器を示す。赤いラインはタイトジャンクションを示す。昆虫のタイトジャン
クションは不明。c）は(Hansen, 1978)、a, b, d) は(Kinnamon, 1986)の図を改
変。 
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1-1-2 味感受性の種特異性 
 
味覚の感受性や味の受容や伝達のメカニズムについての研究は、現在まで
様々な動物実験によって調べられてきた。 
 
味の感受性については各動物の種類によって、様々であることがわかってい
る。例えばヒトなどは甘味をよく感じているが、ネコは甘味を感じないことが
知られている(Li et al., 2005)。これはネコの甘味受容体の遺伝子が他の哺乳類
とは異なり、甘味受容体の一部が壊れていることに由来する。また、ナマズな
どの魚類はアミノ酸に対して高い感受性を示すが、スクロースなど糖には応答
しない(Caprio, 1975)。同種内にも味の感受性の違いが存在する。例えば、ヒト
の場合、苦味物質であるフェニルチオカルバミド（PTC）に対して、高感受性
を示す者と低感受性の者が存在する(Kalmus, 1971)。この違いは遺伝的なもの
であり、受容体をコードする遺伝子の違いに起因する。 
ウシガエルの味覚は 5基本味のうち、NaCl や CaCl2といった塩、キニーネな
どの苦味物質、HCl のような酸に対して高い感受性を示す。これに対して、ス
クロースやソルビトール、尿素やエチレングリコールなどに対する感受性は低
く、1 M 近くの高濃度でもほとんど応答を示さないか全く示さない。このよう
に、動物によって感知する物質や味の濃度領域にも違いがある。 
 
検知できない化学物質が存在することは生物にとって有利とは言い難いが、
本研究ではウシガエルがスクロースや尿素などに応答しない性質を利用するこ
とによって、味応答に対する浸透圧の効果を調べることが可能となった。 
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1-1-3 味の受容機構 
 
味の受容は、味細胞受容膜の味受容体に味物質が結合することによって始ま
る。5基本味に対する受容体のうち、酸味と塩味に対する受容体はイオンチャネ
ル型受容体であり、甘味、苦味、うま味に対する受容体は G タンパク質共役型
受容体である(Lindemann, 1996)。 
 
哺乳類の甘味、苦味、うま味に対する受容機構は次のように考えられている。
7回膜貫通型の Gタンパク質共役型受容体はⅡ型細胞に存在し、T1R と T2Rフ
ァミリーに分類される。甘味の受容は T1R2 および T1R3 の共発現によって、
うま味の受容は T1R1 と T1R3 の共発現によってそれぞれの受容体として機能
している(Shi and Zhang, 2006)。また苦味の受容には T2Rファミリーが受容体
として機能している。まず味物質が受容体に結合すると G タンパク質を介して
ホスホリパーゼ C2（PLC2）の活性化が起こり、イノシトール三リン酸（IP3）
濃度が上昇する。IP3は小胞体に存在する IP3受容体に作用しCa2+の放出を促す。
この細胞内Ca2+濃度の上昇が、基底膜のTRPM5陽イオンチャネルを開口しNa+
の流入を引き起こす。これによってⅡ型細胞は脱分極し、基底膜側のヘミチャ
ネルを開口することによって ATP を放出する。この ATP がⅢ型細胞あるいは
味神経に存在する受容体に結合し、味情報を脳に伝達する（図 1-2）(Tomchik et 
al., 2007)。 
一方、酸味は H+が引き起こす味であるが、酸受容体は ASICs、TRP ファミ
リーに属する PKD2L1 や PKD1L3 などイオンチャネル型受容体の関与が考え
られている(Chandrashekar et al., 2006; Liu and Simon, 2001)。塩味はアミロ
ライド感受性の Na+チャネル、ENaC が受容体として機能していると考えられ
ている(Chandrashekar et al., 2010; Heck et al., 1984)。H+やNa+はこれらのイ
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オンチャネル型受容体を介して味蕾細胞内に流入し、脱分極を起こす。これに
よって電位依存性 Ca2+チャネルが開き、細胞内 Ca2+濃度の上昇によって神経
伝達物質が放出され、味情報を脳に伝達する（図 1-3）。 
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図 1-2 Gタンパク質共役型受容体が関与する味受容機構 
II 型細胞の受容体に味物質が結合すると三量体 G タンパク質（G）が α サブ
ユニットと βγ サブユニットに解離し、ホスホリパーゼ C（PLC）を活性化し，
イノシトール三リン酸（IP3）を生成する。IP3 が小胞体の IP3受容体（IP3R3）
を刺激すると Ca2+が放出される。この Ca2+ 濃度の上昇により TRPM5 イオン
チャネルを開口し、陽イオンが細胞内へ流入することによって脱分極が生じる。
(Tomchik et al., 2007) 
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図 1-3 イオンチャネル型受容体が関与する味受容機構 
A）塩の受容では、ENaC(アミロライド感受性チャネル)を介して Na+が味蕾細
胞内に流入することによって脱分極が生じる(Chandrashekar et al., 2010; 
Heck et al., 1984)。B）酸の受容では、ASIC（酸感受性イオンチャネル）など
を介して H+が味蕾細胞内に流入することによって脱分極が生じる
(Chandrashekar et al., 2006; Liu and Simon, 2001)。 
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1-2 上皮組織とタイトジャンクション 
 
1-2-1 タイトジャンクションの性質と役割 
 
一般に、上皮膜や内皮膜においてタイトジャンクションは隣接する細胞と細
胞の間を接着する上で重要な役割を果たし、細胞層の内外の水、イオン、タン
パク質などの漏れを防ぎ、組織内の環境を一定に保つバリアーとしてのはたら
きを担っている。このように生物の体はタイトジャンクションのはたらきによ
って、外部からの不特定多数の分子の吸収や生体内の体液の漏出を抑え守られ
ている。 
 
上皮膜では、隣り合う細胞膜のもっとも先端側に細胞間接着装置複合体と呼
ばれる領域があり上皮細胞間同士が強力に接着されている。この領域は三つの
細胞間接着様式と、細胞間の分子やイオンの架け橋となるギャップジャンクシ
ョンから構成されている。三つの接着様式は、先端側からタイトジャンクショ
ン(密着結合、閉鎖結合)、アドヘレンスジャンクション（接着結合、接着帯）、
デスモソーム（接着班）と呼ばれる（図 1-4）(Furuse and Tsukita, 2006)。特
にその中でもタイトジャンクションは他の二つの接着様式に比べ、特殊な構造
をとっている。近年、タイトジャンクションにおける細胞間をつなぐ分子とし
て、クローディンと呼ばれる 4 回膜貫通型タンパク質が同定された。ヒトのク
ローディンは少なくとも 24種類ものファミリーが存在しており、各臓器に発現
するクローディンの種類は異なり様々な組み合わせが存在する(Tamura et al., 
2012)。血液脳関門にはクローディン-5(Cld-5)が多く発現しており、バリアー機
能を担っている(Huber et al., 2001; Nitta et al., 2003)。皮膚では Cld-1(Furuse 
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et al., 2002)、血液精巣関門では Cld-11が発現している(Wolburg et al., 2001)。 
マウスの味蕾細胞でもクローディンの発現が調べられている。味蕾細胞内に
は Cld-4、6、7および 8が発現しており、タイトジャンクション付近には Cld-4
と 8が分布している(Michlig et al., 2007)。これらのクローディンタンパク質は、
タイトジャンクション上に重なり並んだストランドを形成する。この構造が、
細胞間の距離をゼロにまで近づけており細胞と細胞の間における密着結合を可
能にしている。細胞間の隙間をなくすことによってタイトジャンクションのバ
リアー機能を実現し、上皮膜の物質の移動を防いでいる。しかしながら組織内
の環境は、外部からの要因に左右されることなく一定な状態に保たれているわ
けではない。上皮膜の物質輸送について、次項に概要を解説する。 
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図 1-4 上皮細胞間接着様式の模式図 
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1-2-2 上皮組織における物質輸送経路（paracellular pathway と transcellular 
pathway） 
 
上皮細胞層を隔てた物質の輸送には二つの経路が知られている。一つはイオ
ンチャネルや Na+ポンプなどのように細胞の頂部膜と基底側壁膜の２枚の形質
膜を通って直接細胞を横切る経路である transcellular pathway が挙げられる。
もう一つは、タイトジャンクションを横切り物質の移動が起こる経路、
paracellular pathwayである（図 1-5）(Powell, 1981)。先述したとおり（1-2-1
項）、タイトジャンクションの機能は物質の漏れを防ぐことである。しかし実際
のタイトジャンクションはクローディンの組み合わせによって、ホモフィリッ
クやヘテロフィリックな結合があるため、結合がきわめて強いものから緩めの
ものまであり、バリアー機能として幅がある(Furuse et al., 1999; Weber, 2012)。
したがって、タイトジャンクションを構成するクローディンタンパク質は
paracellular pathway をふさぐものだとも言える。また、上皮膜表面での pH
や浸透圧などによる環境の変化や刺激によって、物質がタイトジャンクション
の隙間である paracellular pathway を通り移動することも知られている
(Gumbiner, 1993; Powell, 1981)。クローディンやオクルディンの発見に伴って、
paracellular pathwayも transcellular pathwayと同様に、細胞内の環境を保つ
ため重要な経路であると考えられ、盛んに研究されている。 
 
味覚器においても、タイトジャンクションによって味物質を受容する受容膜
と多数のイオンチャネルが存在する基底膜は仕切られており異なる環境下に置
かれている。先述（1-1節）のように、基底膜は味物質から守られており、味物
質が直接基底膜を刺激することはないと最近まで考えられてきた。 
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しかしながら、ヒキガエルの膀胱の上皮組織の細胞間に存在するタイトジャ
ンクションは、浸透圧の増大に伴ってイオン通過性が増大する  (Finn and 
Bright, 1978)。また、イヌの舌上皮膜を用いた実験では、高濃度のNaClや LiCl
が上皮膜の膜抵抗の減少を引き起こすことが報告されている(Desimone et al., 
1984)。このほかにも、味覚器(Lyall et al., 1999; Simon et al., 1993)や、他の様々
な上皮組織(Fischbarg et al., 2006; Gorodeski et al., 1995)の paracellular 
pathwayと高張液との関連性について多くの報告がある。 
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図 1-5 上皮における 2つの輸送経路の模式図 
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第 2章 ウシガエル味神経応答に対する浸透圧効果の
時間依存性 
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2-1 研究背景 
 
2-1-1 ウシガエル味神経から記録した積分応答パターン 
 
哺乳類の味情報は、舌前半部を支配する一対の鼓索神経と舌後半部を支配す
る一対の舌咽神経によって脳に伝達される。これに対して、両生類の味情報は
舌の左右をそれぞれ支配する一対の舌咽神経束で脳に伝達される。 
これまで味の受容機構を解明するために様々な動物の味神経に発生するイン
パルスの測定が行われてきた。その際には、検出したインパルスの経時的な発
生数を知るために、単位時間ごとのインパルス数をカウントし、いわゆる積分
応答として記録する方法がしばしば用いられる。一般に、このように記録した
味応答は、味刺激直後に発生する一過性応答（phasic response）とその後に続く
持続性応答（tonic response）から成っている（図 2-1 A）。 
ウシガエルの舌咽神経束から記録した積分応答も、一過性の応答と持続性の
応答を示す(Kamo et al., 1980; Kashiwagura et al., 1976, 1980)。ただし、ウシガエル
の場合、味質の違いによって応答の形状に違いが見られる。NaCl や CaCl2の塩
応答の場合は、一過性応答と持続性応答が現れる。ただし、一過性応答と持続
性応答の閾値濃度は、NaClでは一過性応答の方が低く、CaCl2では持続性応答の
方が低い。これに対して、キニーネのような苦味応答では、一過性応答の発生
後に持続性応答はほとんど観察されない（図 2-1）。 
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図 2-1 ウシガエルの味神経から記録した積分応答パターン 
A は NaCl 応答、B は CaCl2応答、C はキニーネ応答。味溶液は 5 mM Hepes
緩衝液で調製し、NaOH で pH 7.0 とした。A に記した赤の矢印は一過性応答、
青の矢印は持続性応答を示す。  
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2-1-2 味神経応答の持続性成分に対する浸透圧の影響 
 
Beppuらは、ウシガエルの味神経応答の測定から、高浸透圧は塩応答の持続性
成分に影響を及ぼすことを報告した(Beppu et al., 2012)。この報告の詳細を以下
に記述する。 
 
味応答をほとんど引き起こさない 1 M 尿素やスクロース（非味物質）と 500 
mM NaClを同時に舌に与えると、刺激直後の一過性応答はほとんど変化しない
のに対し、持続性応答は増大した。CaCl2の持続性応答の場合は、1 M 非味物質
が共存すると、CaCl2濃度が 10 mM 以下では抑制され、50 mM以上では増強さ
れる二相性を示した。 
これらの塩応答の増強あるいは抑制が引き起こされる最小浸透圧濃度を調べ
た。200 mM NaClの応答は、共存する尿素やスクロースの濃度が 200 mM以上
になると増大し、1 mM CaCl2応答は、これらの非味物質濃度が 600 mM以上に
なると抑制された。このことより、舌上の浸透圧濃度が 600 mOsm以上になると、
NaClと CaCl2の持続性応答は影響を受けることがわかった。 
 
また、各種の一価塩応答に対する 1 M 尿素の効果を調べたところ、陽イオン
と陰イオンの組み合わせによって持続性応答に対する増強効果の程度が異なる
ことがわかった。そこで、各塩を構成する陽イオンと陰イオンの移動度の差と、
持続性応答の増大比との関係を調べた。表 2-1から、LiClのような陽イオンより
も陰イオンの移動度が大きい塩応答ほど増強効果が大きくなり KCl のようなイ
オン移動度の差が小さいものについては増大効果をほとんど示さなかった。 
 
以上の結果から、Beppuらは、タイトジャンクションのイオン透過性が高浸透
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圧によって増大し、舌表面と間質液に存在する陽イオンと陰イオンの移動度の
差によって発生する拡散電位の大きさが味応答に影響を与える可能性を考えた。
このことを検証するため、Goldmanの式（式 1）を元に舌内部の塩濃度を 115 mM  
NaCl、2.0 mM KCl、1.6 mM CaCl2全電流 Iを 0とし、舌表面の NaClと CaCl2濃
度に対する、タイトジャンクション間のイオンの流出入時の拡散電位を算出し
た（図 2-2）。 
 
 
 
I:全電流 Zi:電荷数 ci,d:舌内部のイオン濃度 ci,o:舌表面のイオン濃度 i:モ
ル移動度 :電位差 ui:イオン移動度 
 
舌表面の塩が NaClの場合、拡散電位は 119 mM 以下の濃度では正、119 mM
以上の濃度では負の値となる。したがって、拡散電位は受容器電位に対して NaCl
濃度が 119 mM未満では抑制（図 2-3-B）、119 mMより上では増強効果を示すこ
とになる（図 2-3-A）。受容器電位の大きさは神経伝達物質の放出量を左右し、
味神経応答の大きさに影響する。実際、1 Mの尿素やスクロース共存下での NaCl
に対する持続性応答は 200 mM以上の濃度において増強され、拡散電位の計算結
果と一致した。CaCl2の場合、算出した拡散電位は、36 mM以下で正、36 mM以
上で負の値となる。このことは 1 M の尿素やスクロース共存下での CaCl2に対
する持続性応答が、抑制から増強へ転じる二相性の現象と濃度領域がよく一致
した。 
 
これらの結果から、Beppuらはつぎのように結論した。すなわち、舌上の浸透
圧濃度が 600 mOsm以上になると細胞間のタイトジャンクションが開く。この際、
・・・式 1 
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舌上に 119 mMより濃い NaCl（あるいは 36 mMより濃い CaCl2）が存在すると、
Na
+と Cl-（あるいは Ca2+と Cl-）が流入し、イオン移動度の差から負の拡散電位
が発生する。この拡散電位が、味物質としての NaCl（あるいは CaCl2）が引き
起こす受容器電位を増強する（図 2-3 A）。一方、舌上に 36 mM以下の CaCl2が
存在すると、間質液側から舌表面に陽イオンと陰イオンの流出が起こり、正の
拡散電位が発生して CaCl2が引き起こす受容器電位を抑制する（図 2-3 B）。 
高浸透圧下で味蕾細胞間タイトジャンクションが開くという仮定は、カエル
の表皮におけるタイトジャンクションのイオン透過性が高浸透圧下で増大する
報告とも一致する(Erlij and Martinez-Palomo, 1972; Ussing, 1965, 1966)。 
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表 2-1 イオン移動度（25 ℃） 
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図 2-2 舌上の塩濃度と拡散電位の関係 
NaCl濃度が 119 mMのとき、拡散電位は 0となる。119 mM以下では正、119 mM
以上では負の値の拡散電位を示す。同様に、CaCl2では 37 mM を境に拡散電位
の極性は逆転する。 
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図 2-3 拡散電位による受容器電位の修飾機構 
タイトジャンクションが開口するとイオンの流出入が起こる。このとき、発
生した拡散電位（Et）が受容器電位を修飾する。タイトジャンクションの電気抵
抗(Rt)，受容膜の電気抵抗（Rr）および基底膜の電気抵抗（Rb）の間には図のよ
うな等価回路が形成される。A）は負の拡散電位が受容器電位を増強する場合，
B） は正の拡散電位が受容器電位を抑制する場合を示す。 
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2-1-3 目的 
 
先に述べたように、1 M尿素や 1 Mスクロースと NaCl（あるいは CaCl2）の
混合溶液をウシガエルの舌に与えると、持続性応答は修飾されるが、一過性応
答は影響を受けなかった。しかし、高浸透圧効果がタイトジャンクションを介
した拡散電位の発生に起因するのであれば当然一過性成分も影響を受けるはず
である。高浸透圧によって増強された塩応答の持続性成分は上に凸の形状を示
す。このことは味応答に対する高浸透圧効果が徐々に引き起こされることを示
し、タイトジャンクションの物質透過性がゆっくり上昇することを予想させる。
もし、この予想が正しければ、あらかじめ舌表面に高浸透圧溶液を与えた後に
味溶液を与えれば、一過性応答にも浸透圧の効果が観察できるはずである。 
 
本章では、塩あるいは苦味物質の一過性応答に対する浸透圧効果の時間依存
性を調べ、ウシガエル味応答の持続性成分に対して適用した修飾機構の仮説が、
一過性成分に対しても適用可能か検討した。 
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2-2 実験方法 
 
2-2-1 舌咽神経応答の測定方法 
 
体重 120-250ｇのウシガエル（Rana catesbeiana）に 20% カルバミド酸エチル
（ウレタン）（100 mg/100 g体重）を腹腔内投与し麻酔した。 
ウシガエルの下顎中を走行する舌咽神経束を露出させ中枢側で切断した。こ
の舌咽神経束を 2 本のフック型銀-塩化銀電極に乗せる。電極と神経束の接触部
周辺をワセリンで絶縁処理した。舌に味刺激液を 100 mL/minの流速で与え、発
生したインパルスを増幅器（MEG1200，日本光電）、フィルタ （ー150～3,000 Hz）
を通したあと積分器を介しペンレコーダーに積分応答として記録した（図 2-4、
図 2-5）。この積分応答パターンの高さを味応答の大きさとして記録した。 
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図 2-4 味細胞における刺激応答の電気信号への変換 
味物質によって味細胞（A）が脱分極し、神経伝達物質が放出される。舌咽神
経に発生した活動電位を細胞外電位として記録する（B）。この神経インパルス
（活動電位）を時定数 0.3秒で積分することによって応答を得る（C）。  
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図 2-5 ウシガエル舌咽神経からの味応答の測定方法 
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2-2-2 味刺激方法 
 
味刺激液には塩味物質と苦味物質を用いた。溶液は、pH変化の影響を考慮し、
すべて 5 mM Hepes-NaOH緩衝液を用いて pH7.0に調製した。また、ウシガエル
では水応答が発生するが(Miyake et al., 1976; Zotterman, 1949)、5 mM Hepes-NaOH
によって発生を抑えることができる。 
 
味刺激は図 2-6に示す通り行った。まず非味物質を含む 5 mM Hepes-NaOH（pH 
7.0）を所定の時間（0～30 秒間）舌に与えた。次に同濃度の非味物質と味物質
を含む 5 mM Hepes-NaOH 溶液を 60 秒間与え、その後非味物質を含む 5 mM 
Hepes-NaOH（pH 7.0）で洗い流した。刺激は 10分間隔で行い、非刺激時は舌を
リンガー液中に保持した。浸透圧の調整には 1 M の高濃度でも味応答をほとん
ど引き起こさない尿素、エチレングリコール、グリセロール、ソルビトールの 4
種類（非味物質溶液）を用いた。刺激液の流速は 100 ml / minとし、実験は室温
（25±3℃）で行った。 
 
応答は、高浸透圧下の一過性応答のピークの高さを、非高浸透圧下のコント
ロール応答の高さに対する相対的値として算出した。 
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図 2-6 刺激方法 
すべての味物質は 5 mM Hepes溶液(pH 7.0)に溶かして調整した。刺激しない
時間はリンガー液中に舌を保持した。 
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2-2-3 試薬および溶液組成 
 
本研究に用いた試薬及び溶液の組成は以下のとおりである。 
 
・ウシガエル生理食塩水 
（組成） 
115 mM NaCl、2.0 mM KCl、1.6 mM CaCl2、1.0 mM MgCl2、5.0 mM Hepes-NaOH、
pH7.4 
 
・麻酔薬 
20％カルバミド酸エチル（ウレタン） 
 
・非味物質 
尿素、エチレングリコール、グリセロール、ソルビトール 
 
・味物質 
NaCl、LiCl、NaBr、KCl、KBr、CaCl2、キニーネ、デナトニウム、ストリキニー
ネ 
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2-3 実験結果 
 
2-3-1 尿素順応下での 500 mM NaCl応答 
 
まず塩味物質である NaClに対する浸透圧の影響を調べた。味刺激をほとんど
引き起こさない 1 M 尿素を含む 500 mM NaClを同時に舌に与えると、刺激直後
の一過性応答にはほとんど変化が見られない。それに対し、持続性応答は次第
に増大し、刺激し続けると徐々に減少する上に凸の応答パターンを示した（図
2-7）。つぎに、あらかじめ 1 M 尿素を 10～30秒間与えた後の 1 M 尿素を含む
500 mM NaCl応答について調べた。与える尿素の時間が 10秒間と 20秒間では
それほど一過性成分の大きさに変化は見られなかったが、30 秒では顕著に増大
した。このため一過性応答もあらかじめ尿素を与え舌上の浸透圧を上げた状態
にしておくと、尿素の処理時間に依存して変化することがわかった。また、持
続性応答のピークは、順応時間が長くなるにつれて一過性応答側にシフトし、
各応答ピークの発現時間は浸透圧を上げてからの時間でほぼ一致した（図 2-7）。 
 
図 2-8 に一過性成分の結果をプロットした。NaCl 応答は尿素を与える時間が
～10 秒と短いうちは上記のとおりほとんど一過性応答に変化は見られなかった
が、徐々に増大し、30 秒で 1.6 倍となり、その後徐々に減少した。このように
一過性応答も持続性応答と同様に、浸透圧の増大によって上に凸の時間依存性
を示した。 
つぎに持続性応答も順応時間に依存するのか検証した。1M尿素での順応時間
を 0秒、10秒、20秒、30秒とした時に得られた 0.5 M NaCl応答の各時間にお
ける大きさを、1 M 尿素を与えてからの時間を横軸にとってプロットした（図
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2-9）。その結果、いずれの順応時間で得た応答も、30~40秒にピークをとり、一
過性応答の場合とほぼ一致した。 
以上より、NaCl応答の大きさは、一過性応答と持続性応答のいずれの場合も、
尿素の処理時間（舌上が高浸透圧状態となっている時間）に依存することがわ
かった。 
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図 2-7 500 mM NaCl応答に対する 1 M 尿素の影響 
NaClを与えると上に凸の持続性応答が発生する。（A）の点線は舌表面に 1 M 
尿素を与えた時間を示す。尿素による順応時間（preincubation time）が長くなる
につれて、持続性応答のピーク（赤いバー）が一過性応答側にシフトする。ピ
ークの位置は 1 M 尿素を与えてからの時間に依存する。応答パターン下の黒バ
ーは 500 mM NaClの刺激期間を、白抜きのバーは 1 M尿素の適用期間を示す。  
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図 2-8 500 mM NaClの一過性応答に対する 1 M尿素の順応時間依存性 
縦軸は、500 mM NaClの一過性応答に対する相対応答値で示した。統計処理
は、Scheffe 法の多重比較検定で、0 秒での応答値に対する各応答値の p 値を算
出した（*, p<0.05; **, p<0.01）。各プロットの数字は実験に用いたウシガエルの
個体数を、エラーバーは標準偏差を示す。 
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図 2-9 500 mM NaClの持続性応答における時間依存性 
縦軸は、500 mM NaClの一過性応答値を 1として、NaCl刺激後の各時間にお
ける持続性応答の大きさを、1 M尿素を与えてからの時間に対してプロットした。
エラーバーは標準偏差を示す。 
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2-3-2 尿素以外の非味物質順応下での 500 mM NaCl応答 
 
1 M 尿素は 500 mM NaCl応答に影響を及ぼすことがわかった。しかし、浸透
圧の影響ではなく、尿素が味細胞の内部や表面に存在する情報変換分子に何ら
かの作用をして、味応答に影響を及ぼした可能性も考えられる。そこで尿素以
外の味応答をほとんど引き起こさない物質（非味物質）を用いて同様の効果が
得られるのか検証した。 
 
尿素以外の非味物質としては、エチレングリコール、グリセロール、ソルビ
トールの 3種類を用いた（図 2-10上段）。図 2-10（中段、下段）と図 2-11 に 1 M 
の非味物質と 500 mM NaClを同時に与えた場合と 1 Mの非味物質であらかじめ
30秒間順応させた後に 1 Mの非味物質を含む 500 mM NaClを与えた場合の応答
パターンおよび一過性応答値のプロットを示す。非味物質と NaClを同時に与え
た場合はNaClの一過性応答値に変化はほとんど見られなかった。これに対して、
非味物質で 30秒間順応後の NaCl一過性応答は 1.5～1.6倍に増大した。 
 
以上のように、エチレングリコール、グリセロール、ソルビトールも尿素と
同様、NaCl 応答に対し同程度の効果を示したため、NaCl 一過性応答の増大は、
尿素固有の作用機序による効果ではなく、非味物質共通の浸透圧効果であると
考えられる。 
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図 2-10 500 mM NaCl応答に対する 1 M 非味物質の影響 
上段は、尿素、エチレングリコール、グリセロール、ソルビトールの応答、
中段は、左から順に 500 mM NaCl応答、1 M 尿素と 500 mM NaCl を同時に与え
た時の応答、1 M尿素で 30秒間順応後に 1 M 尿素と 500 mM NaClを与えた時の
応答を示す。下段は、尿素の代わりにグリセロールを非味物質として用いた時
の NaClを示す。また、応答パターン下の黒バーは 500 mM NaClの刺激期間を、
白抜きのバーは 1 M非味物質の適用期間を示す。 
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図 2-11 500 mM NaCl一過性応答に対する 1 M 非味物質の増強効果 
縦軸は 500 mM NaCl一過性応答を 1とした。統計処理は、両側 t-検定で 0秒
での応答値に対する 30秒での応答値の p値をそれぞれ算出した（*, p<0.05）。各
バーの数字は実験に用いたウシガエルの個体数を、エラーバーは標準偏差を示
す。 
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2-3-3 尿素順応下での NaCl一過性応答の濃度依存性 
 
NaCl 一過性応答が持続性応答と同様の機構で説明ができるのであれば、拡散
電位（舌表面の電位を 0 とした時の舌内側の電位）が正となる低濃度側におい
て応答は抑制され、拡散電位が負となる高濃度側で応答は増大しなくてはなら
ない。そこで、このことを確かめるために、舌表面をあらかじめ 1 M尿素に 30
秒間順応させたときの各濃度の NaCl一過性応答を測定した。 
NaCl一過性応答は、50 mMのような低濃度では抑制され、200 mMでは増強
された（図2-12）。この一過性応答が減少から増大に転ずる濃度を調べた（図2-13）。
NaCl一過性応答は 100 mM と 200 mM の間で抑制から増強に転じた。グラフの
コントロールのカーブとの交点を求めると 143 mMであった。拡散電位と舌表面
の塩濃度の関係（図 2-2）より、拡散電位は舌表面の NaCl濃度が 119 mM を境
に正から負に転じる。この値（119 mM）は、一過性応答が抑制から増強に転じ
る濃度（143 mM）とほぼ一致する。 
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図 2-12 1 M 尿素順応下での NaCl一過性応答 
上段は 50 mM NaC1応答、下段は 200 mM NaCl応答。それぞれ、左がコント
ロール(NaClのみ)、右が 1 M尿素を 30秒間与えた後の NaCl応答を示す。応答
パターン下の黒バーと網掛けのバーは NaClの刺激期間を、白抜きのバーは 1 M
非味物質の適用期間を示す。 
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図 2-13 尿素の影響と NaCl濃度-応答曲線 
コントロールは 0.5 M NaCl一過性応答。両側 t 検定で、統計処理は、各 NaCl一
過性応答（○）に対してそれぞれ p値を算出した（*, p<0.05; **, p<0.01）。各プ
ロットの数字は実験に用いたウシガエルの個体数を、エラーバーは標準偏差を
示す。 
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2-3-4 尿素順応下での 1 mM CaCl2一過性応答 
 
次に CaCl2の一過性応答に対する浸透圧の影響を調べた。CaCl2はウシガエル
に強い味刺激効果を示す。そのため 0.5 M NaClと同程度の味刺激効果を示す 1 
mM の濃度を用いた。1 M 尿素を含む 1 mM CaCl2を舌に与えると、500 mM NaCl
の場合と同様に一過性応答にはほとんど変化が見られなかったが、持続性応答
は減少した。これに対して、あらかじめ 1 M尿素で 30秒間順応させた後に 1 M
尿素を含む 1 mM CaCl2を与えると、CaCl2の一過性応答も減少した（図 2-14）。
1 mM CaCl2の一過性応答に対する 1 M尿素の順応時間依存性を調べると、順応
時間が 30 秒、40 秒で CaCl2の一過性応答は有意に減少し、それぞれ 0.47、0.21
であった(図 2-15）。 
以上のように、1 mM CaCl2の一過性応答も、あらかじめ 30秒間以上 1 M尿素
を与えると、持続性応答と同様に抑制されることがわかった。 
 
 
2-3-5 尿素以外の非味物質順応下での 1 mM CaCl2一過性応答 
 
1 mM CaCl2についても、尿素以外の非味物質として、エチレングリコール、
グリセロール、ソルビトールの 3種類を用い、非味物質と CaCl2を同時に与えた
場合とあらかじめ 30 秒間非味物質を与えた後に非味物質を含む CaCl2を与えた
場合の一過性応答を比較した。その結果、非味物質と同時に与えた場合、CaCl2
一過性応答に変化はほとんど見られなかったが、非味物質で 30秒間順応させる
と一過性応答はいずれも 50％程度に減少した（図 2-16）。 
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図 2-14 1 mM CaCl2応答に対する 1 M 尿素の影響 
左から 1 mM CaC12応答、1 mM CaC12と 1 M 尿素を同時に与えたときの応答、
あらかじめ 1 M 尿素を 30秒間与えた後に 1 M 尿素を含む 1 mM CaC12を与え
たときの応答。応答パターン下の黒バーは 1 mM CaCl2の刺激期間を、白抜きの
バーは 1 M尿素の適用期間を示す。 
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図 2-15 1 mM CaCl2応答に対する 1 M尿素の順応時間依存性 
縦軸は、1 mM CaCl2の一過性応答に対する相対応答値を、横軸は 1 M 尿素の
順応時間を示す。統計処理は、Scheffe 法の多重比較検定で、0 秒での応答値に
対するそれぞれの応答値の p値を算出した（**, p<0.01）。各プロットの数字は実
験に用いたウシガエルの個体数を、エラーバーは標準偏差を示す。 
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図 2-16 1 mM CaCl2応答に対する 1 M 非味物質の影響 
縦軸は 1 mM CaCl2一過性応答を 1として示す。統計処理は、両側 t-検定で 0秒
での応答値に対する 30秒での応答値の p値を算出した（*, p<0.05; **, p<0.01）。
各バーの数字は実験に用いたウシガエルの個体数を、エラーバーは標準偏差を
示す。 
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2-3-6 尿素順応下での 1 mM キニーネ応答 
 
次に、NaCl 応答や CaCl2と同様に苦味物質であるキニーネに対する浸透圧の
影響を調べた。キニーネもウシガエルにとって強い味刺激効果を示すため、500 
mM NaClと同程度の応答を引き起こす 1 mM の濃度を用いた。1 M尿素と 1 mM 
キニーネを同時に与えた場合、応答に変化はほとんど見られなかったが、1 M尿
素で 30秒間順応後に 1 M尿素を含む 1 mM キニーネを与えると応答は減少した
（図 2-17）。この 1 mM キニーネ応答に対する 1 M尿素の順応時間依存性を調べ
ると、順応時間が 20 秒以上でキニーネの応答は有意に減少し、30 秒と 40 秒の
ときの応答値はそれぞれ 0.54と 0.26であった（図 2-18）。 
 
 
2-3-7 尿素以外の非味物質順応下での 1 mM キニーネ応答 
 
尿素以外の非味物質として、エチレングリコール、グリセロール、ソルビト
ールの 3 種類を用い、非味物質とキニーネを同時に与えた場合とあらかじめ 30
秒間非味物質で順応させた後に非味物質を含むキニーネを与えた場合の応答を
比較した。非味物質を同時に与えた場合、キニーネ応答の大きさに変化はほと
んど見られなかったが、非味物質で 30秒間順応後の応答は 50％程度に減少した
（図 2-19）。 
 
 
2-3-8 尿素順応下での各種苦味物質の応答 
 
キニーネ以外の苦味物質についても 1 M 尿素の影響を調べた。苦味物質には
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キニーネの他、デナトニウムとストリキニーネを用いた。キニーネの場合と同
様に、尿素を同時に与えたときの苦味応答に変化は見られなかったが、尿素で
30 秒間順応したときの苦味応答は、いずれの場合も 50％程度に減少した（図
2-20）。 
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図 2-17 1 mM キニーネ応答に対する 1 M 尿素の影響 
左から 1 mM キニーネ応答、1 mM キニーネと 1 M 尿素を同時に与えたとき
の応答、1 M 尿素を 30秒間与えた後の 1 mM キニーネ応答を示す。応答パター
ン下の黒バーは 1 mM キニーネの刺激期間を、白抜きのバーは 1 M尿素の適用
期間を示す。 
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図 2-18 1 mM キニーネ応答に対する 1 M尿素の順応時間依存性 
縦軸は 1 mM キニーネ応答に対する相対応答値を、横軸は 1 M尿素の順応時
間を示す。統計処理は、Scheffe 法の多重比較検定で、0 秒での応答値に対する
それぞれの応答値の p値を算出した（*, p<0.05; **, p<0.01）。各プロットの数字
は実験に用いたウシガエルの個体数を、エラーバーは標準偏差を示す。 
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図 2-19 1 mM キニーネ応答に対する 1 M 非味物質の影響 
縦軸は 1 mM キニーネの応答値を 1とした。統計処理は、両側 t-検定で、0秒
での応答値に対する 30秒での応答値の p値を算出した（*, p<0.05; **, p<0.01）。
各バーの数字は実験に用いたウシガエルの個体数を、エラーバーは標準偏差を
示す。  
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図 2-20 各種苦味応答に対する 1 M 非味物質の影響 
縦軸は 1 mM の各種苦味応答の大きさを 1 とした。統計処理は、両側 t-検定
で 0秒での応答値に対する 30秒での応答値の p値を算出した（**, p<0.01）。各
バーの数字は実験に用いたウシガエルの個体数を、エラーバーは標準偏差を示
す。 
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2-3-9 尿素順応下での 500 mM 一価塩の応答 
 
NaClや CaCl2以外の塩として、各種一価塩応答に対する 1 M 尿素の効果を調
べた。一価塩の濃度は 500 mMとし、浸透圧の調整のための尿素濃度は 1 Mと
した。その結果、1 M尿素で 30秒間順応後の LiCl応答は増大したが、KCl応答
はほとんど変化しなかった（図 2-21.）。 
 
LiClや KCl以外の NaBrや KBrについても 1 M尿素で 30秒間順応させた後の
一過性応答に対する影響を調べた。その結果、LiCl は 1.8 倍、NaCl は 1.6 倍、
NaBr は 1.5 倍と有意に増大したが、KClや KBr では有意な応答変化は認められ
なかった(図 2-22)。 
 
1M尿素の一過性応答に対する増強作用は、持続性応答に対する作用と同様に
それぞれの塩を構成する陽イオンと陰イオンの組み合わせによって異なること
がわかった。 
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図 2-21 0.5 M一価塩の応答に対する 1 M 尿素の影響 
各セットで、左はコントロールの応答、右は 1 M尿素で 30秒間順応後の一価
塩応答を示す。応答パターン下の黒バーは 0.5 M一価塩の刺激期間を、白抜きの
バーは 1 M尿素の適用期間を示す。 
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図 2-22 1 M尿素順応下での各種一価塩に対する一過性応答 
縦軸は、各種の 0.5 M一価塩の一過性応答値を 1として示す。統計処理は、両
側 t-検定で、それぞれの 0 秒での応答値に対する 30 秒での応答値の p 値を算出
した（*, p<0.05; **, p<0.01）。各バーの数字は実験に用いたウシガエルの個体数
を、エラーバーは標準偏差を示す。 
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2-4 考察 
 
2-4-1 浸透圧効果の時間依存性 
 
ウシガエルの舌にあらかじめ 1 M 尿素を与えて高浸透圧環境下にした後に 1 
M尿素と 500 mM NaClの混合液を与えると、NaClの一過性応答が増大した。
1 M尿素の順応時間を変化させて、NaClの一過性応答に対する浸透圧効果の時
間依存性を調べたところ、最大の浸透圧効果を示す 1 M 尿素の順応時間は 30
秒であった。本章の研究背景で述べたように、Beppuらは、1 M尿素と 500 mM 
NaCl の混合液を舌に与える（つまり味刺激と高浸透圧刺激を同時に行う）と、
NaClの持続性応答が徐々に増大し、やがて減少する上に凸の形状を示すと報告
している(Beppu et al., 2012)。この持続性応答のピークは刺激後約 30秒に観察
され、本研究結果で得られた浸透圧効果の時間依存性とほぼ一致する。Beppu
らは高浸透圧の味応答に及ぼす修飾効果は、細胞間のタイトジャンクションを
介したイオン透過性の上昇に起因すると仮定しているが、このタイトジャンク
ションのイオン透過性の上昇がゆっくり起こると仮定すると本研究結果を同一
の機構で説明できる。次項以降にこの機構を詳細に考察する。 
 
 
2-4-2 イオン移動度と一価塩応答の増強 
 
一価塩の違いによって塩応答の増大効果に違いが見られた原因は、各一価塩
が水溶液中で電離して生成する陽イオンと陰イオンの性質の違いによるものと
考えられる。表 2-1は水溶液中の各イオンの移動度（キニーネは 0.88×10-4 cm2 
s
-1
V
-1）をまとめたものである(Mudry et al., 2007)。各種一価塩を構成する陽イオ
 66 
ンと陰イオンの移動度の差を算出し、図 2-22 で得られた各塩応答の増強比の結
果とイオン移動度の差の関係についてプロットした（図 2-23）。LiClのように陽
イオンと陰イオンの移動度の差が大きいと（イオン移動度の差：-3.9）、一過性
応答は 1.8 倍に増大する。NaCl や NaBr のイオン移動度の差は、それぞれ-2.72
と-2.9 と LiCl のイオン移動度の差よりも小さく、一過性応答の増大比もそれぞ
れ 1.6倍と 1.5倍と小さくなる。さらにイオン移動度の差がほとんどない KCl（イ
オン移動度の差：-0.29）や KBr（イオン移動度の差：0.48）ではほとんど一過性
応答に変化があらわれなかった。このことから、イオン移動度の差が大きいほ
ど塩応答の増強比が大きく、浸透圧効果が大きいことがわかった。この結果は
Beppuらが解析した持続性応答の結果ともよく一致する。そこで一過性応答の場
合も持続性応答の場合と同様に、高浸透圧によってタイトジャンクションを介
したイオンの移動が起こり、その結果生じた拡散電位が一価塩応答の増強比に
影響する可能性を考えた。次項では一過性応答の増強比と拡散電位の関係につ
いて考察した。  
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図 2-23 イオン移動度の差と各種一価塩の増強比の関係 
各 500 mM 一価塩の一過性応答値を 1として、1 M 尿素を 30秒間順応させた
後の 500 mM 一価塩の応答値を示す。各プロットの数字は実験に用いたウシガ
エルの個体数を、エラーバーは標準偏差を示す。 
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2-4-3 拡散電位と一過性応答の修飾 
 
前項で述べたように、LiClや NaClなどの塩は、KClに比べて陽イオンと陰イ
オンの移動度の差が大きい。このため、もし、あらかじめ舌上皮細胞間でイオ
ンが透過する状態にあったならば、LiClや NaClでの刺激直後にこれらのイオン
の流入が起こり、陽イオンと陰イオンの移動度の差によって、舌表面と間質液
との間に負の拡散電位が発生し、持続性応答の場合と同様に受容器電位を増強
する可能性が考えられる。そこで、Goldmanの式(2-1-2項、式 1)をもとに間質液
の主要な塩の濃度を 115 mM NaCl、2.0 mM KCl、1.6 mM CaCl2とし(Yoshii, 1998; 
Beppu et al., 2012)、拡散電位を算出して図 2-23 を再プロットした（図 2-24）。 
図 2-23 と図 2-24 を比較すると、予想通り、LiClや NaCl, NaBr などのイオン
移動度の差が大きいものは拡散電位も大きく、拡散電位と一過性応答の増強比
の間には、持続性応答の場合と同様に良好な負の相関が認められた。 
 
Beppuらは Goldmanの式を用いて、舌表面の NaClと CaCl2の濃度と拡散電位
の関係を求めた(図 2-2)。一過性応答が拡散電位の発生によって修飾される可能
性を検証するために、キニーネ濃度に対する拡散電位を算出した（図 2-25）。 
拡散電位が 0を示す濃度は、NaCl、CaCl2、キニーネでそれぞれ 119 mM、37 mM、
44 mMとなる。持続性応答の測定結果から、一過性応答も拡散電位が正の領域
では味応答は増強され、負の領域では抑制されることが予想される。実際の
NaCl応答は、200 mM以上の濃度領域では増強され、100 mM以下の濃度領域
では抑制された（図 2-13）。CaCl2応答の場合、1 mMでの拡散電位は正の値を
とり、実際の一過性応答抑制された。拡散電位が負となる高濃度領域では一過
性応答の増強が予想されるが、高濃度の CaCl2応答は非常に刺激効果が大きく、
再現性良く応答を記録するには至っていない。キニーネ応答の場合、1 mM で
 69 
の拡散電位は正の値をとり、実際の一過性応答は抑制された。拡散電位の逆転
するキニーネ濃度を Goldman の式から 44 mM と計算することはできるが、キ
ニーネの溶解度は 52.6 mg/100 mL (1.6 mM)であるため(Budavari, 1996)、拡散電
位が負となる領域は存在しない。また、デナトニウムやストリキニーネ応答の
場合、これらのイオン移動度が不明であるため、拡散電位との関係を評価する
ことができなかった。 
以上のように、一価塩、二価塩、苦味物質に対する一過性応答の挙動は、拡
散電位が正のとき抑制され、負のとき増強され、持続性応答の場合と一致する。 
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図 2-24 拡散電位と各種一価塩の増強比の関係 
図 2-23の横軸を拡散電位として再プロットした。 
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図 2-25 拡散電位と舌上の味物質濃度の関係 
拡散電位は Goldmanの式から算出した。拡散電位が 0 mVとなる濃度は、NaCl
では 119 mM、CaCl2では 37 mM、キニーネでは理論上は 44 mMとなる（ただし、
キニーネの溶解度は低いため、44 mMの濃度では溶解しない。）。キニーネのイ
オン移動度 uiは 0. 88 x 10
-4
 cm
2
 s
-1
 V
-1。 
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2-4-4 一過性応答の増強機構 
 
本研究結果は、高浸透圧によって拡散電位が負の値を示すとき NaClに対する
一過性応答が増大することを示唆する。この機構を次のように考えた。舌表面
が高浸透圧溶液にさらされると、味細胞あるいは支持細胞の体積が減少し、細
胞間に形成されているタイトジャンクションの結合が弱くなって物質透過性が
増大する。この過程は比較的ゆっくり進行し、30 秒ほどを要する。これによっ
て間質液からタイトジャンクションを介して Na+と Cl-が流出し正の拡散電位が
発生する。その後 119 mM以上の NaClを舌上に与えると、Na+と Cl-の間質液へ
の流入が起こる。このとき、流入する Na+と Cl-の移動度の差によって拡散電位
は逆転し負の値を示す。発生した負の拡散電位は NaClの引き起こす受容器電位
を増強する（図 2-26）。受容器電位の増大は、味細胞からの神経伝達物質放出量
の増加を引き起こし、味神経に発生する活動電位の頻度を増加させる。 
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図 2-26 NaClに対する一過性応答の増強機構 
A）119 mM 以上の NaCl を含む高濃度の非味物質溶液を与えても、タイトジ
ャンクションのイオン透過性変化が不十分なため一過性応答は変化しない。B）
あらかじめ高濃度の非味物質溶液を 30秒間与えると、タイトジャンクションの
イオン透過性が上昇し、119 mM以上の NaClを与えると Na+と Cl-の流入が起こ
り、一過性応答が増大する。 
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2-4-5 一過性応答の抑制機構 
 
拡散電位が正の値を示すときにNaClに対する一過性応答が抑制される機構に
ついては次のように考えた。舌表面が高浸透圧溶液にさらされると、細胞間に
形成されているタイトジャンクションの結合が弱くなって徐々に物質透過性が
増大し、間質液から Na+や Cl-の流出が起こり、正の拡散電位が発生する。その
後 119 mM以下の NaCl与えると、Na+と Cl-の流出が弱まるものの拡散電位は正
の値を示す。この拡散電位がNaClの引き起こす受容器電位を抑制する（図 2-27）。
受容器電位の抑制は、味細胞からの神経伝達物質放出量の減少を引き起こし、
味神経に発生する活動電位の頻度を減少させる。 
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図 2-27 NaClに対する一過性応答の抑制機構 
A）119 mM 以下の NaClを含む高濃度の非味物質溶液を与えても、タイトジ
ャンクションのイオン透過性変化が不十分なため一過性応答は変化しない。B）
あらかじめ高濃度の非味物質溶液を 30秒間与えると、タイトジャンクションの
イオン透過性が上昇し、Na+と Cl-の流出が起こって正の拡散電位が発生する。
その後 119 mM以下の NaClを与えても Na+と Cl-の流出は続き、一過性応答が減
少する。 
 
 76 
2-4-6 まとめ 
 
以上より、味神経応答の一過性成分に対する浸透圧の作用を次のように考え
た。舌上皮の細胞間にはタイトジャンクションが存在する。このタイトジャン
クションは舌表面が高浸透圧状態になると徐々にイオン透過性を増大し
paracellular pathwayが形成される。このため Na+と Cl-の流出がおこり正の拡散電
位が生じる。この後、高濃度の塩を与えると、舌表面の陽イオンと陰イオンが
流入し、負の拡散電位が発生する。この拡散電位が、塩の引き起こす受容器電
位を増強する。一方、舌上に苦味物質や低濃度の塩を与えると、Na+と Cl-の流
出が引き続き起こり、正の拡散電位が維持される。この拡散電位が苦味物質や
塩の引き起こす受容器電位を抑制する。 
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第 3章 浸透圧による味上皮の物質透過性 
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3-1 研究背景 
 
3-1-1 細胞間物質透過性 
 
2章では、高浸透圧状態で引き起こされるウシガエルの神経応答の修飾が、タ
イトジャンクションを介したイオン透過性の増大に起因する可能性を記述した。
しかし、実際にタイトジャンクションのイオン透過性が増大するのかを味神経
応答の記録から知ることは不可能である。 
近年、タイトジャンクションのバリアー機能についての研究が多数行われて
いる。バリアー機能を変える要因は、浸透圧や pHなど上皮細胞の外部環境以外
にも、クローディンの種類や薬物などが挙げられる。例えば、ケセルチンと呼
ばれる物質はタイトジャンクションのバリアー機能を増強しタイトジャンクシ
ョンの物質透過を減少させることが報告されている(Suzuki and Hara, 2009)。この
ような研究では蛍光色素を用いてタイトジャンクションの透過性を調べている。 
 
本章では、ウシガエルの味覚器の存在するタイトジャンクションの物質透過
性を、蛍光色素を用いて検討した結果を記述する。 
 
 
3-1-2 カエルの味覚器の形態 
 
本研究で使用したカエルの味覚受容器は先述（1-1-1 項）の通りその形態が蕾
状ではなく円盤状であるため、味蕾ではなく味覚円盤（taste disc）とも呼ばれる。
味蕾の境界は繊毛細胞によって区切られている。味蕾の直径は約 150～200 m
で、表層、中間層および基底層の三つの細胞層で構成される。各細胞は、形態
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学的に Ia 型細胞（粘液細胞）、Ib 型細胞（翼細胞）、Ic 型細胞（支持細胞）、II
型細胞、III型細胞および IV型細胞（基底細胞）の 6種類に分類される。そのう
ち，Ia 型細胞は表層、Ib 型細胞の細胞体は中間層の上部、Ic 型細胞と II 型細胞
および III型細胞は中間層の下部、IV型細胞は基底層に位置する。Ia型細胞は粘
液細胞と呼ばれ、この細胞が味覚器の表面に単列に並び味蕾の表層を形成して
いる（Osculati and Sbarbati, 1995）（図 3-1）。 
 
 
3-1-3 目的 
 
高浸透圧によって舌上皮の物質透過が実際に起こっているのか、蛍光色素ル
シファーイエローCHの浸透性を指標に検証した。 
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図 3-1 カエルの味覚器の模式図 
両生類の味覚器は六種類の細胞と三つの層から成る。Ia型（粘液細胞）、Ib型
（翼細胞）、Ic細胞（支持細胞）、II型細胞、III型細胞および IV 型（基底細胞）
のうち、Ia細胞は表層、Ib細胞の細胞体は中間層の上部、Ic細胞と II型細胞お
よび III型細胞は中間層の下部、IV型細胞は基底層に位置する。（Osculati and 
Sbarbati, 1995）を改変。 
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3-2 実験方法 
 
3-2-1 光色素ルシファーイエローCHの特徴 
 
タイトジャンクションの物質透過性を調べる指標としてルシファーイエロー
は、ラット顎下腺や耳下腺、ヒト臍帯血管内皮細胞など多くの実験系で用いら
れている(Hashimoto et al., 2003; Krouwer et al., 2012; Segawa, 1994)。 
 
本研究には、ルシファーイエロー（LY）にカルボヒドラジド基（CH）を結合
したルシファーイエローCH（LY-CH）を用いた。COSMO-RS (Conductor like 
Screening Model for Realistic Solvation)法に従って計算した LY-CHのサイズ
は 1.8 nmである。この分子サイズは、タイトジャンクションが形成されている
細胞間隙の約 20 nmよりも小さい(Farquhar and Palade, 1963)。また、カルボヒド
ラジド基は、組織を固定する際に使用するホルムアルデヒドと反応し、タンパ
ク質のアミノ基と架橋を形成する。したがって、もし高浸透圧によってタイト
ジャンクションの物質透過性が増大し、LY-CH が舌内部に浸透すれば、膜上の
タンパク質と結合し、容易に洗い流されてしまうことを防ぐことができる（図
3-2）。 
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図 3-2 ルシファーイエローCHの組織への固定 
ホルマリンによる組織上のタンパクと LY-CH の固定の反応式。LY-CHはホル
ムアルデヒドを介してタンパク質の塩基性アミノ酸残基のアミノ基と架橋を形
成する。 
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3-2-2 ウシガエル舌のスライス標本の作成 
 
体重 120-250ｇのウシガエル（Rana catesbeiana）にウレタン（100 mg/100 g体
重）を腹腔内投与し麻酔をした。舌表面をリンガー液で 30分間洗浄した後、 非
味物質と 100 M LY-CHを舌表面に 30秒間与えた。非味物質には、尿素、エチ
レングリコール、グリセロール、ソルビトールの 4 種類を使用し、濃度は味応
答を修飾可能な 1.4 M とした。LY-CH による舌処理後、リンガー液で表面の蛍
光色素を洗い流した。その後、舌を切断し、2～3日間 15 %ホルマリン溶液中で
固定した。固定した舌を 5 mm×5 mm×1 mmに切り、リニアスライサ （ーPRO7，
堂坂イーエム）にセットして厚さ 60 m にスライスした。スライス切片はスラ
イドガラス上とり、カバーガラスを被せてプレパラートとした。なお、100 M 
LY-CHだけを舌表面に 30秒間与え、同様の操作で作成したスライス標本をコン
トロールとした。蛍光色素の退色を防ぐため、スライス標本の作製の手順は遮
光下で行った（図 3-3）。 
 
 
3-2-3 光学測定法 
 
作成したスライス標本は、正立型蛍光顕微鏡（BX60, オリンパス）のステー
ジ上にセットした。キセノンランプを装備した波長切替光源（C7773、浜松ホト
ニクス）から LYの励起波長である 427 nmの励起光を、ダイクロイックミラー
を用いて試料に照射した。標本に結合した LYの 536 nm付近の蛍光を蛍光フィ
ルターで取り出し、デジタル CCDカメラ（C6790、浜松ホトニクス）で検出し、
コンピューターに取り込んだ。画像の取り込みと蛍光強度の解析には、
AQUACOSMOSソフトウェア（ver. 2.5、浜松ホトニクス）を使用した（図 3-4）。  
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図 3-3 舌の固定法とスライス方法 
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図 3-4 蛍光測定方法 
光源から 427nm の励起光を、ダイクロイックミラーの反射を利用して試料に
照射した。蛍光(536 nm)はダイクロイックミラー、蛍光フィルターを透過し、CCD
カメラで検出した。取得した画像はコンピューターに記録した。 
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3-3 実験結果 
 
3-3-1 1.4 M尿素存在下での LYの味蕾内への拡散 
 
2章の味神経応答の記録より、浸透圧の影響は、舌表面における浸透圧濃度が
0.6 Osmから引き起こされる。本実験では、尿素など非電解質の非味物質を 1.4 M
の濃度で用いた。 
 
ウシガエルの舌表面に 100 M LY-CH を 30 秒間与えても LY の味蕾内への拡
散は観察されない。これに対して 1.4 M尿素（1.4 Osm）を含む 100 M LY-CH
を 30 秒間舌表面に与えると、LY の拡散が観察された（図 3-5）。この味蕾の蛍
光像を光学像と重ね合わせてみると、味蕾の部分だけに LYが浸透することがわ
かった。 
 
また舌表面からの距離と LY の拡散の関係を調べた（図 3-6）。図 3-5Aに示す
ように LY の蛍光強度は味蕾の中央部を味蕾表面から内部に向かって測定した。
味蕾の外側-80 m～0 mの各ピクセルの蛍光強度の平均値を 1として、1.4 M尿
素を含むときと含まないときの相対的な蛍光強度をプロットした（図 3-5B）。各
ピクセルの大きさは 0.66m X 0.66mとなる。コントロールの相対蛍光強度は
11個の味蕾の平均値、1.4 M尿素が存在するときの蛍光強度は 14個の味蕾の平
均値とした。コントロールでは舌表面から 40mの深さまで蛍光強度はほぼ一定
であった。これに対して、1.4 M尿素が存在すると、蛍光強度は表面から約 15 m
まで徐々に増大し、15～25 mまではほぼ一定となり、25 mよりも深部になる
と徐々に減少した。 
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図 3-5 1.4 M 尿素を舌に与えたときのスライス標本画像 
1.4 M尿素と 100 M LYを 30秒間舌に与えたときのスライス標本画像。Aは
光学像、Bは LY蛍光像、Cは両画像を重ね合わせた像を示す。スケールバーは
50 m。 
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図 3-6 1.4 M尿素存在下での LYの味蕾内への拡散 
画像の解析結果を示す。A のドットに沿って、味蕾中央部を表面から内部へ
各ピクセルの蛍光強度を測定し、味蕾の外側-80 m～0 mの各ピクセルの蛍光
強度の平均値を 1として、1.4 M尿素を含むとき（●）と含まないとき（〇）の
相対的な蛍光強度をプロットした（B）。各ピクセルの大きさは 0.66 m X 0.66 
m。各プロットのエラーバーは標準偏差を示す。 
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3-3-2 その他の非味物質存在下での LYの味蕾内への拡散 
 
味神経応答の実験と同様に尿素以外の、エチレングリコール、グリセロール、
ソルビトールの影響について調べた。1.4 Mの各種の非味物質を含む 100 M LY
を 30 秒間舌表面に与えると、いずれの場合も LY の味蕾内への拡散が観察され
た（図 3-7）。 
 
各種の非味物質が引き起こす LY の拡散は、図 3-5 の尿素の場合と同様、舌表
面から 20 m 程度の深さにピークをもつ山形となった。これら各種の非味物質
の効果の大きさを、舌表面から 20 mの深さでの相対的蛍光強度で比較した（図
3-8）。尿素、エチレングリコール、グリセロール、ソルビトールとすべての非味
物質でほぼ同じ相対蛍光強度を示し、LYの拡散効果の大きさも同程度あること
がわかった。 
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図 3-7 1.4 M 非味物質を舌に与えたときのスライス標本画像 
Aは 1.4 M エチレングリコール、Bは 1.4 M グリセロール、Cは 1.4 M ソル
ビトールを含む100 mM LYを30秒間舌表面に与えたときのスライス画像を示す。
各段は、左が光学像、右が蛍光像を示す。スケールバーは 100 m。 
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図 3-8 1.4 M非味物質存在下での LYの味蕾内への拡散 
縦軸は、舌表面から 20 mの深さの相対蛍光強度を示す。統計処理は、Scheffe
法の多重比較検定で、コントロールに対してそれぞれの p値を計算した（**, 
p<0.01）。数字は解析した味蕾数、エラーバーは標準偏差を示す。 
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3-4 考察 
 
舌表面に非味物質が存在しないと LYは組織内に観察されず、非味物質が存在
すると LY の蛍光が観察されたこと、この効果がすべての非味物質で同程度で
あったこと、タイトジャンクションは，舌上皮における味細胞と支持細胞の周
辺にあること(Akisaka and Oda, 1978; Claude and Goodenough, 1973; Holland et al., 
1989; Jahnke and Baur, 1979; Michlig et al., 2007; Osculati and Sbarbati, 1995)は、高
浸透圧の条件下で LY がタイトジャンクションが形成する paracellular pathway
を経て味蕾内に拡散したことを示唆する（図 3-9）。味蕾内に拡散した LY の相
対蛍光強度が 20 m付近にピークを持つ山形を示したのは、LY-CHの処理後直
ちにリンガー液で舌表面を洗浄するため LY-CH の一部がタンパク質と架橋を
作る前に洗い流されてしまうことや味蕾表面よりも内部の方が結合可能な膜
タンパク質が多く LYが多量に固定されることによるものと考えられる。 
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図 3-9 高浸透圧状態における LYの拡散機構 
舌表面の浸透圧が低いときはタイトジャンクションの LY透過性が低い（A）、
舌表面が高浸透圧状態になるとタイトジャンクションを介した物質透過性が増
大し、LYが舌内部に拡散する（B）。 
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結論 
 
ウシガエルの味覚器において、あらかじめ舌表面を 30秒以上高浸透圧状態に
するとその後の味刺激応答が修飾される。これは、高浸透圧によって味細胞や
支持細胞などの味蕾内の細胞間に存在するタイトジャンクションの物質透過性
による。本研究では、非味物質を用いた順応実験の結果、高浸透圧によるタイ
トジャンクションの物質透過性は刺激 30秒後まで徐々に増大することを明らか
にした。ウシガエルの舌のスライス標本を作製し、LYの透過性の観察実験を行
った結果、舌表面を高浸透圧溶液に 30 秒間さらすと、LY が味蕾内部に拡散す
る。この結果は、先の味神経応答から得られたタイトジャンクション透過性仮
説を実証する。Beppuらは、非味物質と塩を同時に与えたときの神経応答の測定
から、持続性応答の修飾が細胞間のタイトジャンクションのイオン透過性の増
大に由来すると結論付けた。以上、本研究の結果、味応答に及ぼす高浸透圧効
果は、時間依存的であり、一過性, 持続性ともに影響を及ぼすこと、また味質に
よらず苦味応答に対しても塩味応答と同様の影響が引き起こされることがわか
った。このことからその修飾機構は持続性応答の修飾機構と同一と考えても矛
盾しないこと、更に味神経応答すべてに対して普遍的であることを明らかにし
た。 
 
タイトジャンクションは本来、細胞間経路（paracellular pathway）を塞ぎ上皮
細胞間の物質の移動を防ぐものとして考えられてきた。しかし実際タイトジャ
ンクションを介した物質交換がされることも様々な研究で明らかになりつつあ
る。今回のウシガエル舌のスライスによる LY透過標本の観察から、味蕾内には
 100 
単原子イオンのような小粒子だけではなく、ある程度の小分子も透過する
paracellular parhwayを介した物質移動経路が発現することがわかった。 
 
本研究結果より、非味物質は、味覚系において浸透圧の調節剤として働き、
それ自体は直接味応答を引き起こすことはないが、他の味物質の応答を増強、
あるいは抑制する機能を有すると考えることができる。 
 
哺乳類の味覚において、同様の味応答修飾機構が存在するかは不明な点も多
いが、摂食時の口腔内や舌表面には、実際には味として感じていないものも含
め様々な味質が混じりあって存在し、薄い味から濃い味まで広範囲の濃度の味
物質を検知している。甘味に対する塩の増強効果やうま味の相乗効果など味物
質間の相互作用はよく知られているが、浸透圧も味覚に影響を及ぼす一つの要
因になっていることが考えられる。ヒトでもウシガエルと同様の浸透圧効果が
あれば、食塩濃度が低くても、十分な塩味を得られる可能性がある。このため
高血圧の予防や治療への応用が期待される。今後、味上皮のタイトジャンクシ
ョンの機能解明がより一層進み、機能性食品、味覚センサー、新規 DDS（ドラ
ッグデリバリーシステム）の開発など工学や医療に役立っていくことを期待し
ている。 
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